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Yerfohren und Vornchtung zur kontmulerlicheii Herstellnng 

definierter Enyzm- ond Metabolitgemische durdh 
Induktion iind gerichtete selektive Festphasen-Kultiviening 
stabller, mikrobieller Mischpopalationen 

Beschreibung der Erfindung 

Es ist eine Vielzahl technologisdier Plozesse belcaiiiit, bei deoeii Enzyme bisher niir suboptixnal oder 
gar nicfat eingesetzt wecden, ol^eich dies von six>Befn SkonomisclienL wie Okologischem Nutzen 
ware. Dazu gehoren zum Beispiel Veari&hrm, bei denen lDnq>texe, UolQgisdse^ feste Substiate 
verandert oder umg&setzt werden, deien Zusammensetzuag sehr heteipsen ist, die v. a. audi sdiwer 
abbaubare Sixbstanzen wie lignooellalose enthalteii imd/oder die ^ufiere Gienzscbiditen (z. B. 
verholzte Zellwande, Kuticula etc.) besitzen, welche Barrieien fur Enzyme darstdlen und so die 
Biov^fiiglbarkeit einschrankea Fiir eine effektive Behandlong dieser Substrate waren speziell auf 
diese Substrate bin optimiette Enzymmisdiungen notwendig. Dies ist bisher noch nidii als gezielte 
und gprichtete Herstellung durch entspcechende Fecmenitationen mog^ctL 

Dieser Naditeil wird nun dadurch behoben, dass ein neues Kuidvieningsver&iluea auf der Basis einer 
FeslphasenrAiizuc±tlBchnik mittels speziellem, ebenfalls exfindungsg^mSBem Biorealctory einmi neuar- 
tig&n, modulaien und kcxidmuedicfaen SchnedsemeaMor, zur Vetfiugung gpstellt wild, daduidi 
gdcennzddmety dass eine adaptierte und stabile^ mikrobielle Kultur, bevoizugt eine Misdikiiltur von 
Pilzen, in der Weise beige^Ut wicd, ds^ diese in dem erfindungsgpi^^ 

mehreien Zlelsubstiaten allein oder in allm mo^idien Kotnbinatianen mit anderen Sobstraten oder 
mit diesen allein (wobei unter 2Se[substiat(en) soldie veistanden ^nd, die in einem nadifol^nen 
Prozess eingesetzi werden) zusanctmengefaradit wird und uiiter entsprediendeaoi Selektionsdnick duith 
geeignete WaM 6et IQdlivierungqsaranieter sowie durdi spezifisdie Induktion durdi das oder die dbea 
gpnaniile(n) Ztdsubstrate und/oder Hemmtnig nut ^p^dellen Hemtostoffen nadi etaer ^^benen 
Kultuxdauer ein definiert^, auf das oder die 2Sdsi]bstrat(e) bin c^tiniiertes Enzymg&misdi und/oder ein 
MetaboUtgemisch produziert, wekbe in dem nadifiolg^dem Prozess zum Abbau des oder der 
Zielsubstiate kontinuiezUdi dngesetzt wird. 

Ein widbligiBr Bestandt^ der voriipgmden Eifindung ist &mer, dass durdi die kontimnedidie 
Viraffetuensfiihrung und modulate Bauweise des neuaitigen Bioreaktors die zeitlidie Abhangiglceit der 
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Ptoduktion der Enzymgexnisdie zu deien Optimieaiiiig im Hinblick auf den Abbaa des Zielsubstrates, 
bzw. der Zieisubstiate simuitan odei sequendell hin gemitzt wird. 



5 Stand der Tedmik 

La den letzten Jalnzehnten ^d verstSikl Anstiengung&n imtmiaimnen wor^n^ Bioxnasse durch 
eixzymatisdien Au&diluss za bebandeln (sidbe zum Beispiel DE19845207A1). So existieit heute eine 
Reibe von AnsStzen, bei denen geieiiugte Enz^nnc oder l^izymmisdhungeii oder aber 
10 enzympioduzierende mikrobielle Rein- oder Miscbkidturen ziir Bchandlung biologischer Substrate 
exngesetzt werden. Beispiele hierffir smd die Bchandlung von Holzhadcsdmitzebi im Zkige des 

«iopu^ing» die Beliandkmg von HiQahiespflanzen zur Veibesserung der Eigensdiaftcn als 
uttetmittel oder von Bagasse zur Herstellung von HoalkohoL Jedodh verlaufen alle cfiese 
Ptozesse nach wie vor subqptimal. Der Hauptgrund dafar ist, dass die verwendeCen 
JS Eazynuniscbungen, Mikroorgamstnenkuitaren oder Mikroorganisnuen-Mischkulturen nicht in 
optimaler Weise an die Zielsnbstrate angepasst sind (z. B. sind die Organismen und Enzyme 
msAA optimal an kalte bis sehr kalte Standorte adapfiert und selektiert), was z. B. beim 
Biopulping zu sehr lan^n Behandlungszeiten der Hackschnitzel fiihrt mit entsprechend 
einhergehendem groBen Platzbedaif fQr die MietenflSchen. 
20 Viele biotecbnologiscbe Prozesse zur Behandlung von komplexen Substiaten (meist Pflanzeamiate* 
rial aber audi z.B. HerabfSUe aus Hersdfladitereien etc.) bendtigen neben den genannten En- 
zymgemisdien (Hydrolasen, Oxidoieduktasen) zum mdglichst weitgehenden Abbau oftmals 
zusalzlidi (v. a* Qfddoieduktasen) bestixnmte Cc^EEiktoren oder Mediatoren, die teilweise noch unbe- 
fkannt sind. Das helBt, dass einzelne Enzyme oder auch Zugaben von Gemischen zum Prozess nur 
25^ bedingt Eif olg zeigen, da nut ein 2kisammeiispiel von vorher auf die 2elsubstrate fain adaptierten 
xmd optimierlen Enzymgemischen zusanunen mit diesen zusStzUchen Faktoien eine optimale 
Performance zeigen konnen. Dies ist aber bish^ ebenfalls niclit in optimaler Weise moglich. 

Aus DE3539875A1 ist z. B, ein Verfahren und eine Voirichtung zur kontinuierlichen Herstellung 
30 einer Enzymmischung fiir die Behandlung yon Biomasse in Biogasanlagen bekannt Bei diesem 
Verfahren wird jedoch mit einer leinen Kultur von Aspergillus niger und ohne Induktion dieser 
Kaltur an die fiir die spatere Methanisierung verwendeten pflanzlichen Substrate geartyeitet. 
Deshalb ist nicht zu erwarten, dass die dort gebildete Enyzmmischung optimal an den Biomasse 
verwertenden Prozess angepaBt ist 
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Optimal an eiii komplexes, biologisehes Substrat adaptieite und definierte Enzym^anisdie imd/oder 
Melabolitgqraische sind nur eizeu^ar durch Selektionsdruck airf die produziercnden Mikroofganis- 
men-Populalioncn (Mischkulturen) und durch deren Induktion duich die entsprechenden 
Zielsubstrate. 

5 

Nun ist allgeraein bekannt, dass die Anwendung eines Selektionsdrocks auf Misdqwputetionen von 
Mikroorganismen durch Einstellen definierter Umwellparameter im Zuge der Kiddvierang diesct 
Organismen in der Regel zu bestimmten Populationsspektren fuhrL Diese Populationsspektren 
sind jedoch ungerichtet und zuSdlig. 
10 Ebenso ist bekannt, dass dutch die Wahi der Kultuxbedingungen bestimmte Arteu von 
Mikroorganismen angereichert Oder Kontaminanten unterdriickt werden konnen. * 

•Bekannt ist audi, dass es wahrend des Vedaufe sokiier Kulturen in Abhangigjceit von den gpwSMten 
Belektionsbedingtmgen, aber auch in Abhangigkeit von der Substratbeschaffenteit und dear Induktor* 
verfugbarkeit (bei nicht konstitutiv gebildeten Proteinen und Metaboliten) zo zeiflkii variierenden 
15 Metabolitspeklien kommen kann. Jcdodx gilt audi bier, dass diese. Metabolit^ktren ungeriditet und 
zufSlUg sind. 

Vet&hren der genannten Art werden z-B. auf definierfen festen Nahrboden (>^^Iplatten 
Mutagpnesebehandhmgen, gpnetische TransEomaationen etc) sowie im Bereidi der Submeiskultur- 
tedmik eingesetzt (in Fomi von Oiemostaten oder TXubidostaten audi kontinuierlidi). In letzterem 
20 Falle handelt es sich vor ailem um Knltivierungen voo Reinkultuien zur Bizielung von spezifisdien 
StofCwediselleistungjsn. 

Bioreaktoien zur kontinuierlicfaen Umsetzung fester Substrate sind aus verschiedenen Anwen- 

• dung^ereichen (Lebensmitteitcchnik, Kompostiertechnik usw.) bekannt Beispielsweise wird das 
Fermentatloi^gut in Kompostieranlagen fiber Walzen befordert Solche Ver£a]iren erlanben aber 
keine anspruchsvoUe Regulation der Kultivierungsparameter. Die Verwendung von einer oder 
mehreren Fardetschnecken in Feslpbasen-Bioreaktoien ist zum Beispiel aus DE10041977A1, 
DE4308920A1 imd DB 4208920A1 bekannt. Diese Bioreaktoxen sind jedoch nicht modular 
ausgplegt und sehen eb^alls teine Mfi^dikeit der spaHeren Zugabe von Substraten und 
30 anderen Stoffen zur z. B. Induktion von 
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DetaiDierte Besciireibuiig der Erfindung 

Diese beschriebenen Nachtefle des Stands d^ Technik werden dmch das im folgendexi beschri&beii& 
erfindung^gpmafie VeiMiraDi sowie den erfindiuig^gpmgBen Bioiekatoi zur kontintueaUdien 

5 Durchfiihiimg dieses VeifiO^ 

Es wird ein neues Koltivieniiig^i^hren auf der Basis eiiier Fesiphasen-Anzuchttechnik mittels 
spezielleni» ebeofalls erfindungsgeniaBeni Bioieaktor, emem nevaitigen, modulai:en trnd 
kontmuierllchen Schnedfiemeaktor, zur VerCagong gestdlt Dieses ist daduich gekennzeichnet; dass 
eine aclaptierte imd stabile, nukrobielle Kultur, bevoizugt eine Misdikultar von PiLaen, in der Weise 

10 hergpstellt wild, dass diese in dem ^findungsgsmaBen Bioreaktor mit einem oder mefarBien 
Zielsubstraten allein oder in alien mogUchen Kombinationen mit anderen Substraten oder mit diesen 

•allein allein (wobd unter ZielsDbstrat(en) solche verstandeoEi fflbnd, die in einem nachfolgenen Prozess 
eingesetzt werden) zusammoqgshiacht wild und unter entspiedieind^ Selekdonsdnidk duxcb 
geeigpete WaM der Kuttivierungspaiamet^ wie Feuchtegehdt (Wasseraktivitat), pH-Wert, 
IS Temperatur, SauerstoffverfSigbarkeit, Redoxpotential und Nahrstoffeusammensetzni^ etc. sowie 
dunA spKtfisdbie Indukdon duidbi das oder d» oben gesaannle(n) Zidsubstrate uncVoder Hemmung mit 
sp^ieUen HemmstofiEen nach einer gBgebenen Knlturdauea: ein defini^lesi^ auf das oder die 
Zielsubstrat(e) Un optimiertes En^)fmgmusch und/oder ein Metaboli^genaisdi ptoduziert, welche in 
einem nachfolgieiKfem Prozesszum Abbau oder der Zielsubstiate kontinuieriidi dngfesetzt wild. 
20 Dabei sind spezielle Henomstoffe solche, wie sie z.B. in: R.Vogel; Natiidiche Enzjmounliibitoren, 
Geoig Thieme Verlag, 1984 und in: H. ZoUner; Handbook of &izyme Lohibitois, VCH, 1989 
beschrieben sind. 

Bin widitiger Bestandteil der Eifindung ist, dass die kontinuiedicti ^zeugten Enzym-Substtat-Filz- 

•Gemisdie ^xtweder als soklie eingpsetzt wecden, oder eine Abtcenoang des Siibstiat-FilzXjemisGlies 
zor Gcwinnung des flfisagm Rizymoodail erfcdgL Desweiteien ist es mdgikh, die in solcber Weise 
gewonnen fltissigHi Enzymmischimgpn einem weiteien Downstteam-Pcozessen zu unteiziehen 
(Aufieinigpqg durcb Ultrafiltiationen, Gbicmiatogr^liiev^ahren etc). 

Ebenfalls ist ein wichdger Bestandteil der Erfindung^ dass die natOrUche Kontaminations- 
30 Pqpulation von bestimmten 23eIsub5tiateii/Substraten ausgienutzt wird, mn daraus gewUnschte 
Keime mit gewOnschten Eigenscbaften zu selekdonieren; noch feUende Eigenscbaften konnen 
durch Zugiabe geeigpeter Induktoren inklusive der auf diesen vorhandenen oder selektionierten 
Eeime supplementiert werden* Diese Zugabe kann zu Beginn der Kultiviemng oder wahrend der 
Anzucht geschehen. Es konnen auch Reinknltoren, die auf diesen IQelsubstraten/Substraten 
35 natOdicherweise vorkonunen, daiaus gezuchtet wurden oder aus Sammlungen stammen oder 
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andere Organismenstamme (zJ3. •Hodileistungsstamme)^ die in ihrem Bnzyinspektrum passend 
sind^ zugegeben werden. 

Eio wichtig^r Bcstandleil der ErlinduiKg ist fcmer, dass das erSndin^giemafie Ver&ihren aus dner 
his uiehiercn Verfahieiisstufen bestehen Icann. Diese Ver&hiensstafra konnen geneieQ gjeichzeitig 

s ablau&n, d. h. es wild mit g^eicfazs&itig ein^etzten mehieien Zidsubstrateo/Substraten gpaibeitet, 
zQsatzlidie Induktoren und/od^ Henomstoffe kdnnen gleichzeitig oder wahiend d^ Kulturdauer 
zugeg^>&D werdeiu Es koonen aber auch zeidich hintcieinander Sidxstrate dng^lzt werden, wobei 
niche alle per se Zlielsubstrate sein mussen. Dies wird durcb die kontinaierlicfae Verfehrensfiubnicig und 
modulare Bauweise des neuaitigen Bioteaktors ennoglidit, der duidhi seine erfihdung^giemaBe 

10 Bauweise eine zusatzliche Substramigabe, Zug;abe von andeien Mduktoren, HemmsloSen, Zug^be von 
MikrooiganismenkiiltureD, Anderung des Selektionsdrucls etc. wahiend der Kultuxdau^ erlaiibt 

•^ainit vecbtmdenen ist die wichtigie erfindungs^mSBe Option^ die zeitliche Abhangig^t der quan- 
tativen bzw. quaiitativen Produktion der Enzymffimiscfae bevotzugt audi als Stellgidfie Sac die 
Regplung des laufenden Ptozess selbst aber auch dor nachgasdhalteten Zielpiozesse zu nutzen. 

IS 

Bel Anzuchten mit mehreren Verfehi^nsstufen (z. B, 2-stufig) wird abhangig vom Zlelpzozess auf 
geeignetm Substrate duidi Ausnutzung des naturlidien Bewudjses dieser Substrate und gjBgpbenen£alls 
diudi eine zusatzlidie, untostutzende lookulation mit Reinkultoien (audi Hodileistung^stamme und 
auch aus Sammlungen) sowie duidi Etnstellen selektiver Bedingnngpn durch Wahl der Wasserakdvitat, 
20 des pH-Werts, des Kedoxpotentials^ der T^iqi^Btur, der Vetfu^arkeit von Sauerstctf, der Verfuglbar- 
keit von Induktoren usw. in einer etsten Phase eine entsprechende Misdikoltur eizeugf. Ziel di^r 
ersten Phase des Verfahiens ist es, einen fur die zweite Phase geeigpeten Pool an undOkroUeUeii 
Populationen zur Verfugqng zu steUen. Die. Miscbkultur wird in der zweifen Stufe des Ver&hrw duidi 

•Zugabe eines weiteren Substrates, weldbes auch in der Regel das Zielsubstiat ist, und dutch Pimetftllftn 
gegi&benenfells andeier (als in d^ ersten Stufe) selekfiver Bedingungen durdi eine ge^lgpete Wahl der 
W&sseraktivitat, des pH-Werts> des Redaxpoteotials, der Tmipecatiir, der Vofii^iarkeit von Sao^sfoE^ 
der Verfiiglbarkeit von Induktoren usw. gedchlet in eine stabile und adaptierte Mlsddailtur iibcarfulirt 
(ftne4unii^» die nach einer g^ebmen Kultutdauer dn deBniertes Spddrum an Enzyme und/oder 
Metaboliten ^tzeugt, das an die zur Induktion veiwendeten 23dsubstei:to optimal ad^>tiejt ist 
30 Das erfindungsgjemaBe VerEahren ist girundsalzlidi auf alle tedinolqgischen Prozesse anwi^idbar, bei 
denen biologisGfae Substtafee veiandert oder un^gesetzt weidm und eine Behandhing dieser Sub^iate 
durdb Eszyme eatwedet Gegenstand der Piozesse selbst ist; odsr aber als Vor- oder Zjusatzbehandlung 
gjsnutzt warden kann. Inbesondeie kann das erfmHiing^gftm^qf^ Verfiihren fflr Piozc^e aus der 
holzveiaibeitenden Industne, der F^ier- lind ZeUstofSadt^lne, der TextHindustiie, d^ Ledmndnstrie, 
35 der tiecveraxbeitenden bidustne^ der Wasdimittelindustrie, der Futterindustrie* der 
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LebeDsmitlelmdustxie, in der Abwasser-, Abluft- und Bodemeinigucig wad in der Reststofiveiaibeitung 
und VeFait)ciluiig nachwacbsendejc Rohstofib eing^tzt werden. 

Gleichfiills ist der eriBndim^g&maBe Bioieaktor gegenuber dem gesdulderten Stand der Technik fur 
5 sidi gpnommen neu und eifindetisdi. Zugleich ist der BiorcaMor zur kontmuierlidten I>utx:l]ffilinjng 
des dargesteUten erfindungjSgjsmaBen Vet&hiensbesondeis geeigoet 

Andere Reaktortypen zur Festphasen-KDltivierung von Mikrooiganismen wie beispielsweise 
Bioreactor for fermenting solids' (PCT WO 01/19954), Bioreactor having at least two reaction 
chambers' (WO 02/100999 A2), TKultivierungjsverfahren fur Mikroorganismen und Bioreaktor' 
10 (PCr/EP03/0l663) sowie weitere bekannte Feststoffbwreaktoreu (Bautypen sind etwa 
Schneckenxeaktoren, Tronmoidieaktoten, Tlmmeaktoren, Rieselfiknreakfoien usw.) sind, gpbenen&Us 
^^^^modifiziert oder in Form einer Kaskade, grundsatsdich ebeo&lls gedgpet 

En weiteiCT wididger Bestandteil der vorlieg^nden &findiiiig fet, dass der erfindungsgeniaBe^ 
15 kcntmmeilidie Bioieaktor, gsgebenenMls als Kaskade eingesetzt vmd^ um die zeiflidbe Abhan^gkeii 
der Produktion der Enzymg^sche zu deren Optlnii!»:iing im Hinblick anf den Abbau des Z3elsubstrats 
bzw. derZielsubstrale sinmltan und sequentiell bin zu nutzm, d* h. es wird md^Sdi^ eineaoderniehiere 
dem &izymbildung^iT0Z9ess nadigiescbaltete Pmzesse sinndtan Oder sequentiell mit entspiecbend 
(^timierten Ejizymcoctails simultan od^ sequentidl zu v^soispn. 

20 

Der effindungssBn3[iSBe Bioieaktnr (nadti Abb. 1) bestefat ans einer beliebigien Anzabl von Mocfcden, 
wobd insgBsamt 4 T^pen vcm Modulen vorgesehm sind Alle Module bestehen aus einer 
EdelstahhShze a KjinststoffiohrB (1), in der eine Sdmedoe mit Hohlwelle <2) drehhar gielagert ist Die 

• SdmedoB ist mit Sdiikanen (3) zur veitikalen Vennisdiurig des Ferm^itationsguits aiKgestattet Die 
dnzdnen Module imd audi die Fdideisdmecke kdmien liber ein gpeignetes Verhmdungssystem 
aneinander befestigt werden. bn zusmmiengieselzten Zustand werden die ehsseien Sdmedbenelem^rie 
gjomeinsam vondn^ Motor (4) bewegL 

D{£ Fenoientaiionsmodul (S) besitzt DusenofiEnui^n (6) auf der Hohlwelle der Sdmedcff fiber die dbs 
Permenfation^^ bdufiet wezden kana Wdt^ Beliifimigsdusen (7) befinden sddi in der unteien 

30 Halfke der Rohienwandui]^ vertdlt In der obecen HSlfte der RfihiCTwandung snid Spriihd&sen (8) fOr 
cSe ZugrdTe flOssiger Medien angeoidnet J3as sogenannte Indoktionsmodul (9), weldies im 
erfindungs^miMBen Ver&hien zur Zugabe der erfindung^fg^DaSen Sto& geauizt weiden kann, bcmtst 
eine Qfiimng (10) mit Versdilui^ (11) ffir dfe Zngpbe fester Stoffe auf 4et Oberseite der 
Rj^menwandung. Das Antriebsmodiil (12) bestzt keine Dusct. HSik ist femer ^ne dsr beiden 

as Stimsdt^ (13) d^ Rdhre vefsddossen. Dort and der Antrid^smotor und das Lagpr (14) fiir cEe Welle 
beJGe^gt Auf da- Obeiseite der Rdhirawandung ist ein Triditer (15) i!iit Versdiluss (16) fiir die 
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Zug^be fester Stofie und gegpbwieHfells fur Inokulat voigpschea Das Bmteinodul (17) besitzt d^enfalls 
keine Dusen. Staltdessen ist dort auf der Unleiseite der Rahienwandung eine OfBoong (18) mit 
VerscWuB (19) zur Entnahme des Fennentallonsguts befestigiL Kmp. der beiden Stimseiten (20) der 
Rohre 1st verschlossen. I>ort ist das Geg&niager (21) fur die Hohlwelle befestigt. Das La^r besitzt einen 
5 Anschluss zur Belufhing (22). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird in dem erfiiuhmgsg&iuafien Bioieaktor wie fojgt konti- 
jiuierlich durchgefahrt: 

Entweder das 2ielsubstrat selbst oder in Mischungen mit anderen Substraben oder mehreie 
10 Zielsubstratc als Gexnisch oder entsprechend dem Zielsubstrat ausgewaWten Substrate werden 
liber den Trichter (15) in das Antriebsmodul (12) kontinuierlich eingebrachl. GegebenMis wird 

•mit den Substraten auch ein definiertes Inokolum bestehend aus einer oder mehreren 
mikrobiellen Reinkulturen 2ugegpben. Das Femientationsgut wird vor Beginn des Prozesses 
hinsichtlich der Wasseraktivitat, des pH-Werts und des Redoxpotentials ein^stellt Die 
15 Fermentationsmasse wird Tiber eine geeignete Anzabl an Feraientationsmodulen mit Hilfe der 
Schneckeaelemente (2) in Richtung Emtemodul (17) tran^ortiert. In den Femientationsmodulen 
(5) werden iiber geeignete Sensoren die Wasseraktivitat, Temperatur, gegebenenfells dec pH- 
Wert und die SauerstofiEkonzentration kontinuiexlicb gemessen. Die Einstellvmg dieser Parameter 
erfolgt durch Steueiung der Beliiftungsrate und des Feuchtegehalts der iiber die Beluftungsdiisen 
20 (6,7) eijigeblasenen Luft sowie durch die Zugabe von Wasser oder Pufferlosungien uber die 
Spruhdnsen (8). Ober das entsprediend positionierte bduktionsmodul (9) k5nnen kontmoierlich 
weitere Substrate ( bzw. Zielsubstiate) zur weit^n induktiyen Optimi^img der entstandenen 
Mischkultur in den Reaktor eingebracht werden* In den dem Induktionsmodul nadigeschalteten 

• Femientationsmodulen werden gegebenen&Us andere Kultuibedingungen so eingestellt^ dass 
gerichtet eine stabile und definierte mikrobielle Mischkultur entsteht, die nach einer gegebenen 
Kulturdauer ein defininiertes Enyzm- und/oder Metabolitspekfrum so exzeugt, da^ dieses am 
Emtemodul (17) zur Entnahme vorliegt* Die Kulturdau^ wird uber die Dreh^chwindig^it der 
Forderschnecke und die Anzahl an Femientationsmodulen eingesteUL EbenfaUs kann der 
Bioreaktor durch eine geeignete Anzahl und Zusammenstellung der Module an die 
30 Zielerfodemisse angepasst wrden. Die Fdrderleistung richtet sich nach der Beffillungshohe des 
Reaktors. Das am Erotemodol (17) entnonomene Fermentationsgut kann entweder direkt oder 
nach einer entsprechenden Anfbereitung kontinuierlich dem Zielpiozess zugefiOut weiden. 

hn FaUe einer Anordnung mehrerer eifindungsgemaBer Bioreaktoren in Form einer Kaskade ist 
35 der Obergang von einem m den nadisten Reaktor wie folgt voig^hen: Das Emtemodul des 
vorgeschalteten Teilreaktois wird mit dem Besdsidnmgsmodul des nachgescfaalteten Teflreaktors 
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derart verbimden, dass das Emtemodul bodenstandig mit einer beweglicheti Schikane zur 
StrdmungsteQung der Fennentationsmasse aus^tattet wird tmd das Emtemodul des 
vorgeschalteten Teilreaktors zwei veischlieflbare Auslaufe besitzt Einer der beiden AuslRsse 
wird mit dem Zulauf des nachgeschalteten Teilreaktors verbunden und dient der Weiterfiihrung 
eines Teiis des Substratstroms inncrhalb des Prozesses. Der zweite Auslauf dient der Entnahme 
des anderen Tells des Substratstroms zur weiteren Verwendung, Dabei wird die Schikane so 
posiUcniett, dass der Substratstrom geeignel portioniert wird. Besonders bevoizugt wird werden 
die Fdrderschnecken der Teilreakioren durch einen gemeinsamen Antrieb bewegt. 

Anweodmigsbeispiel: 

~0ntiiiiiierlidbie Prodiiklioii speadfischer Hydrolase-Coctails zar Optimierung 
der Biogassynthese aus nachwacfasenden Rohstoffen 

Die vorliegende ErBndung, bestehend aus drai erfindimg^gemafien Vexfahren sowie dem erfin- 
dungsgemaQen BioreakCor zur koutinuierlichen Durdifulu'uiig des Ver£ahrens wird durdi das 
folgende Aawendungsbeispiel uaher bescluicben. 

Nachwachsende Rohstoffe eDthalten grofle Mengen schwer abbaubarer BiopoLymere wie 
Lignocellulose, Cellulose, Hemicellulosen (Xylan), Pektin, Cutin etc.. Diese mengeiuniBig 
bedeutsamen Biopolymere, die den Haiqptbestaiidteii oder wichtigen Anteil von Rapsabfallen, 
Stroh Oder Heu bilden und in der Landwirtschaft in groBen Mengen anfaUen^ konnen bislang in 
Biog^sanlagen nicht oder nur suboptimal g^nutzt werdra. Zudem ist ihr Einsatz als Futtexmittel 
'zum Teil darch gesetzliche Verordnungen begrenzt Die Verwertung beispielsweise von Raps- 
Reststoffen in Biogasanlagen wurde es ermogliclien, auf stillgelegten Flachen in groBerem 
MaBstab Raps zur Biodieselgewinnnng anzubauen, ohne bestehende Abkommen zwisdhien der 
EU und den USA zu tangieren. 

Die Umwandlung von beispielsweise Rapsschrot in Biogas gelang bislang nur maBig, da anaerob 
lebende Bakterien nur bedingt in der Lage sind, deren Bestandteile als Kohlenstoffiquelle efSzient 
nutzen zu konnen. Ebenfalls besitzen andere nachwachsende Rohstoffe wie Stroh etc. noch 
scblechter veifugbaie Kofalenstoffquellen (Faserstruktur) fur die Biogasproduktion. 

Di ese r Nachtei l soU nun kunftig daduich behoben werden, dass dem Prozess der Biogassysnthese 
-aus Raps-Restsfntfien das erfindungsg^tn^Be Verfahren - dur<^gefuhrt in dem etfindungsgemaBen 
Bioreaktor - voxgeschaltet wird. Dies ennogLicht es den Betreibem einer Biogasanlage, nadb 



Bedarf an die zur BiogaspioduklioD verwendeten Substrate optimal angepasste Enzymmi- 
schongen selbst pieisgimstig hetzusteHeiL 

YerfahrensgemaS wird bei einer 2-Phasenanzucht bevoizugt in der ersten Verfahrensstufe auf 
Pressriibenschnitzehi (diese stellen selbst Reststoffe aus der Verarbeitung eines 
landwirtschafdichen Produkts dar imd stehen ganzjahrig zur Verfugung) unter gpeigneten 
Kultnrparametein selektiv eiae Mischkidtur bevorzugt bestehend aus solchen filamentflsen PUzen 
erzeugt, die hydrolystische Enzyme produzieren. In einer zweiten Verfahrensstufe wird durch 
Zugabe des Zielsubstrats, hier von Rapsscfarot (das im nachgeschalteten Prozess gemeinsam nut 
beispielsweise RLnderguUe methanisiert wild), selektiv und ^ztelt eine konditionierte 
Mischkultux erzeugt, die ein dem Zielsubstrat Rapsschrol angq>afites Spektrum hydrolytisclier 
Enzyme (Cellulasen, Xylanasen, Chitinasen, Pektinasen, Proteasen, Lipasen, Esterasen) nach 
eincf gjegebenen Kulturdauer produzierL Das gesamte» enzymbalti^ Ferraentationsgut wird dem 
fBiogasprozsess kootinuierlich zugiegeben. Die aktiven Enzyme schlieften innerhalb der 
Methaiusierungsstiife die pflanzlichen Polymere des Rapsschrots au£ Durch eine geeignete 
Dosage der Enzyimnischung kann aufierdem der Spiegel freier Zucker in der 
Methanisierungsstufe auf ein optimaLes Niveau eingestellt und gehalten werden. So kann die 
Ptoduktion von Biogas auf der Basis von Rapssduot erhoht und die Umsatzzeiten deutlich 
vetkiiizt werden. 

Durch das neue Verfahren konnen auSerdem viele andere, bislang ungenutzte Substcate wie Heu 
und Stroh einer Verwertung in Biogasanlagen zugefiihrt werden. 

Die vorliegende ErGndun^ bestehend aus dem erfindun^gpmaBen Verfahren sowie dem erfin- 
dungsgemaBen Bioreaktor zur kointinuieilichen DurcMuhrung des Verfahrens ist nicht auf die 
besChriebene Anwendungbeschrankt 

Die beschriebene Anwendung ist in foigpndem Beispiel nMher erlSutert: 



Bd^iel 1 CZw^has^ilsjltiir ziir Eizei^img von Hydrolas^misdieii Sac dnen 
naclifol^imden Kogasprossess) 

20 g nicht-autoldavierte Riessrub^iscihmtzet werden mit Paffbdosung aof einen Gesamtfeudiiegehalt 
vcnSO% und pHdi) gBbrachtundbei 30^C 11 Tage inknUert (1. Phase). In diesem Ansatz mtwickelt 
sidi eine Miscbkidlur aus PeniciUtum dirysogenum, Euiotium amstelodamL, Aspergpins niger und 
Aq)eigillus tiibixigesis, V^scfaiedraie Glucanasen, Xjdanasen, Pioteasen, Pecdnasen, Esteiasea und 
Lipasen weiden von dieser Mscfakultur sekretiert Diese Misdiknltar wind mit 10 g Raj^scfaiot, dass 
eben£al]s mit Puffedosung auf 40% Feudxte und pH S3 giebiadit wild, indnziert (2. Phase). Als 
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KontiollB werden 10 g Pr&ssiilbeiisdiiiitzel imler sanst ^eicfaen Bedingungen zugpgeben. Nach 6 Tagen 
Inkobation bei SO^C zeigt sich eine Dominanz von Euiotiium amscelodami und eine Zunahme der 
Xylanaseaktivitat urn den Faktor drei bei ^eichblcib&ndef Cellulaseaktivitat im Veigjeich zar 
Mischkultur (Phase 1) und zur KonlroUe. Die hydrolytiscbe Gesamtaktivitat, g^essen als 

5 Fluoresoeindiacetat-Hydrolyse, steigt imt&r den gloichen Bedingiing^n um den Faktor 10. Mit diesem 
Enzymcoctail fconnle im Laborvetsuch die Methanptoduktion auf der Basis von Rapsschrot und 
Rindergulie Qm Verhaltnis 1:1, Gesamtfeuchte^halt 65%) um 12% gegeniiber der Kbntrolie 
(Rizymcoctail durcJi QMtzen inaktivieit) gesteig&rt werden. Mit dem EnzymcoctaiL des durch Zugabe 
von FressriibeiiscbnitzBln anstelle von Rapssduot edialtcnen Ansalzes exg^ sidi immerhin noch eine 

10 Steigening der Biog^isausbeute um 4%. 
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Patcntanspruche 

1) Neuardges Ki]ltivienms3vejr£ahi:e0 auf der Basis einer Festphasen-Anzuchttedmik mittels 
^6ziellem» ebenialk @r&nduxig;sgi&maSem Bioic^ar, einem neuardgen, modulaien imd kontinuier- 

5 lichen Sdineckenieaktor, entweder einzeln oder in Kaskarienfonn angeoidnet^ dadurch gekeimzeichaet 
dass doe adapderte und ^abile^ tnikiobielle Kultur, bevoizugt eine Miscbkultur von Pilzeo, in der 
Weise hergestellt wild, dass diese in dem ecfindungsgetnaBen Bioieaktor nut einem oder tnehiercn 
Ziielsubstiaten allein oder in alien md^dien Kombinadonen mit anderen Substraten oder mit diesen 
allein zasamznengpbiacht vnsd und unt^ ent^iediendem Sel^onsdrack duich geeigaete Wahl der 

10 Kullivierungisparanieter wie Feuchtegehalt (Wassetaktivitat)» pH-Wert, Temperatur, SauersfofEver* 
fugbark&it, Redoxpotenliai und Nahrstoffeusammensetzung etc. sowie dur<±L spezifisciie induktion 

•durcii das od^ die oben genannte(n) Zielsubsterte nnd/oder Heomiung mit spe2deUen Hieinnistoffsn 
nadi einer gpgebenen Kulturdatter ein definiertes^ auf da& oder die Zlelsubstcat(e) bin optimieiles Est- 
zymgjemiscb und/oder ein Metaboli^^nisch ptoduzi^ weldie in einem nachfoigendem Prozess zum 
15 Abbau des od^ der Zielsiibstrate koiitmuieriidi eingeselzt wild. 

2) Erzeugung von Miscfakultoren^ besteh^d aus Mikrooj^ganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolitxnischung^n nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Substrate oder Zielsubstrate alle mdglichen Rohstoffe oder AbMIe natiirlichen 

20 (mikrobiellen, pflanzUcshen, tiexischen oder mensdiiichen) und nicht naturlidhen, industriellen 
Ursprungs und deren Gemisdie eingesetzt w^den. 

3) Btzeugung von Mischkultuien, besteheod aus Mikroorganismen zur Herstellung von 

• Eiu^mgieniischen und/oder Metabolitmiscfaungen nadi Anspfruch 1, dadurch giekennzeichnet, 
dass mindestens zwei Mikroorganismen in Mlschknltur eingeselzt werden. 

4) Erzeugung von Mischkulturen, bestehend aus Mikroorganismen zur Hersielhmg von 
Enzymgemischen und/oder Metaboiitmisc±auigen nach Anspruch 3, dadurch gekennzeidmet, 
dass als Mikroorganismen POze (Ascomyceten, Deuteromyceten) der Gattung^n PmicilUum 

30 spec^ Aspergillus spec^ Trickoderma spec^ Fmarhan spec., Eurotium spec, Absidia spec.^ 
Neurospora specLj Mucor sp., Ckaetomium sp., Rhizopus sp., etc eingesetzt w^en 

5) Erzeugung von Mischkuituren, bestehend aus Mikroorganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolidnkchungpn nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Mikroorganismen Pilze (Ascomyceten, Deuteromyceten) der Arten PeniciOuan 

35 ckrysog&wm^ Eurotium an^ehdarnh Aspergiffus mger, AsgpergiBus iubmgesis, Trichod&ma 
harzianum, Trkhoderma atrcnmde, TruJtoderma reesei, Fusanum axysparum eii^^etzt weiden. 
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6) Erzeugung von Mischkulturen^ bestehend aus Mikroorgqnismea zur Herstellung von 
Enzymgemischen nnd/oder Metabolittniscliungen nach Anspruch 3^ dadurch gekennzeidmet, 
dass als Mikroorganismen Pilze (WeiBiSulepilze, Braun^ulepilze) der Gattungen Trametes spec, 
Pleurotus spec,^ Phanerochaete spea^ Nematoloma spec, iind Agaricus spec. etc. eingesetzt 
werden. 



7) Etzeugimg von Mischkulturen, bestehend aas Mikroorganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen nnd/oder Metabolitmischungen nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Mikroorganismen Bakterien (Actlnomyceten) der Gattungen S^^tomyces spec etc. 
eingesetzt werden. 



i) Erzeugung von Mischkulturen^ bestehend aus Mikroorganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolitmischungen nach Anspmdi 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die kontinuieilicfa eizeugten ]&izymr^&ft>sd[at-*Pil&Gemiscli& ^itweder als soldbe eingesetzt 
werden, oder eine Abtcmniuig des Substtat-Pilz-Gmusches zur GewrDnung von fifissigpn Enzymcoc- 
tailser&dgL 



9) Erzeugung von Mischkulturen, bestehend aus Mikroorgaiusmen zur Herstellung von 
En^nngemischen und/oder Metabolitmischungien nach Ansprudi 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Verfahren aus einer bk inrfiieggn Verfrhmn^ifeii bestehen kann. 



10) Erzeugung von Mischknltuien, bestehend aus Mikroorganismen isix Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolitmischungen nadbi Anspmdi 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass znr Produktion dieser Enzymgiemische (hydrolytische Enzymooctaiis) zur Su{^lementierung 
einer Biogasanlage eine 2-Pha8en-Anzud[it durch^fSfart wird. 



11) Erzeugung von Nfischkulturen, bestehend aus Mikroorganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen m]kd/oder Metabolitmischungen nach Ansprach 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Festphasenanzuchten in einem moduIai» nnd kontinuiedichCT Sdmedkenieaktoi nach 
Abb. l.entwedereinzdnoder mKaskadenfennangeordnetyerf^ 

12) Erzeugung von Miscfakulturen, bestehend aus Mikroorgjanismen zor Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolitmischunigen nach Anspruch 1 und 8, dadurch 
gekennzeidmet, dass die F«tphasenanzuchten in einem modiflaren und kontinniedichai 
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Sdmeckenreaklor nach Abb. 1 entweder dnzeln oder in einex Kaskade angsordnet in der bescbriebeiien 
Weiseeifolgsn. 

13) Erzeuguag von Mischkulturen, bestehend aus Mifcroorganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen \ind/oder MetaboUtmischungen nach Ansprudi 1 und 9^ dadurch 
gekennzeichnet, dass die Festphasenanzuchten in einem moduIaFsn und kontimderlichen 
Sdineckenreaktor nadi Abb. 1 in der besdmebenen Wdse zur kontinuierlichen Produktion 
spezifischer Hydrolase-Coctails zur Optimierung der in cinem weiteren Fro2sess folgenden 
Biogassynthese aus nadiwachsenden Rohstoffen eif olgL 

14) Etzeiigung von Mischkulturen, bestehend aus Mikroorganismen zur HersteUung von 
|En^rmgemischen und/oder Metabolitmischun]^ nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
rdass der erfindun^genulBe, kontinuiedidie ESoreaktor als I^skade eiugesetzt wild. 

15) Erzeugung von Mischkultinen, bestehend aus Mikcoorganisnien zur HersteUung von 
Enzymgpniischen und/oder MetaboUtmisdhungen nach Anspruch 1 und 9, dadurch 
gpkennzeichnet, dass die Festphasenanzuditen in einem modularen und kontinuiedichen 
Sdmedcenreaktnr nach Abb. 1 in der bescbiiebenai Wetee zur kontinuierliche Produktion 
spezifischer Hydrolase-Coctails und/oder Oxidoredtiktase-Coctails 

fOr Prozesse aus der holzveraibeilienden Industrie, d^ F^er- und Zdlstoffindustrie^ der TextiliadnstTie, 
der Lederindustrie^ der tierverart^eitenden bidustney der Waschmittelindustrie, der Fhtterindustcie, der 
Lebensinittelindttstrie^ in der Abwasser-, Abhrft- und Bodrordnigpng und in der ReststofiCveiaifadtung 
und V^caAeitung cadnvaclisrader RoIfi;tofGB ein^seCzt werden. 
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Zusammenfassung 

Neuartigps Kultivieningsverfahren auf der Basis einer Ftes^basen-Anzuchttechnik mittels s^^ezieEem, 
djenMIs erfindungsgpmaBein Bioieaktor, eiotem neuartigeD, roodnlaien und kontinuierlichen 

5 Sdinedkenreaktor^ entweder einzeln Oder in Kaskadenfonn angeoxdnet, daduidb g&keimzeichnet dass 
eine adaptierte xind stabile, mifcrobielle Kultur, bevoizugl: eine Kfisclikiiltur von Pilzen, in der Weise 
heigisstellt witd, dass diese in dem ^rGndim^g^maBen Bioteaktior mit einem Oder mdtueren 
Zielsobfittaten in alien moglichen KomhiiiatioDen mit anderen Substraten Oder diesen alleia allein 
zusaimnengpbracht wird und unter enlsprediendein SelektiODSdruck duix:h ^dgnete Wahl der 

10 Kultiviening^aiaraeter wie Feuchtegehalt (Wasseraktivitat), pH-Wcrt, Temperatui, 
Sauerstoffverfugbarkeit, Redoxpotential und Nahrstoffimsanimensetzung etc. sowie duidhi 

•spezifiscbe Ihduktion duich das oder die oben g|eiiamite(n) Zlelsnbstiaite und/oder Henunung mit 
spezbUen HenunstofiEm iiach einer geg^benen Knlfuidauer ein definiertes, auf das oder die 
Zielsubsttaf(e) hin pptimiertes Enzymgernkdi imd/oder ein MetaboliigeniKch pioduziert; weldies in 
15 eimmi nadifidgemten Fiassess zum Abbao des oder der Zidsubstrate knntm^ii^%h eing^selzt wird. 
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